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研究成果の概要：転移を有する進行腎細胞癌患者に対して、活性化自己リンパ球療法を実施し
た。その際に患者の血漿を採取してサイトカインを測定し、一部の症例で IFNγおよび IL-6
の変動を確認した。腎癌細胞株において、血管新生阻害薬であるソラフェニブに対する感受性
を確認した。ソラフェニブを添加した腎癌細胞株において、活性化リンパ球による傷害性の増
強が認められ、免疫細胞療法と血管新生阻害薬の新規併用療法の可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
難治性癌に対する新しい治療体系として
免疫細胞療法にかけられた期待は大きい。既
に我々は転移期腎細胞癌（腎癌）および内分
泌療法抵抗性再燃前立腺癌（前立腺癌）を対
象として細胞傷害性 T リンパ球（CTL）や
Natural Killer（NK）細胞を選択的に誘導す
る系を開発するとともに、臨床応用を行って
きており、現在、活性化 NK 細胞療法の早期
第Ⅱ相臨床試験が進行中である。 
現在までに、活性化 NK 細胞療法によって
一部の症例には臨床的有効性も認められて
いるが、さらなる効果の増強を目指した新た
なアプローチが必要である。一方、海外では
腎癌に対して VEGF（vascular endothelial 
growth factor）等の受容体関連シグナルを
阻害する分子標的薬剤（ソラフェニブ、スニ
チニブ）が臨床応用段階にあり、高い有用性
が報告され、期待が寄せられている。 
今回、分子標的薬剤による抗腫瘍免疫誘導
能の有無を検討し、活性化ＮＫ細胞療法との
新規併用治療を開発することを目的とした
研究計画を立案するに至った。 
 
２．研究の目的 
VEGF を標的とした抗血管新生治療との併
用により、より有効性の高い免疫細胞療法の
開発を目指し、以下の基礎的検討を行う。 
 
(1)腎癌患者血漿のサンプル採取とサイトカ
イン、バイオマーカーの測定 
 
(2)腎癌細胞株の VEGF 蛋白産生量の測定 
 
(3)ソラフェニブの添加による腎癌細胞株の
MHC classⅠ発現の解析 
 
(4)ソラフェニブの添加によるin vitro での
NK 活性の検討 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)腎癌患者血漿のサンプル採取とサイトカ
イン、バイオマーカーの測定 
腎癌患者の血漿を採取し、IFNγ, TNFα, 
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 を、Cytometric 
Bead Array 法を用いて同時に測定した。 
 
(2)腎癌細胞株の VEGF 蛋白産生量の測定 
本研究の計画では 2-oxoglutarate を用い
る予定であったが、海外において既に腎癌の
抗 VEGF 分子標的治療に用いられているソラ
フェニブの供与が得られた。より臨床応用に
近い研究を目的としているため、今回はソラ
フェニブを用いて検討した。 
腎癌の初代培養株および IFNαに対する
感受性・非感受性の細胞株、計 14 株につい
て、ソラフェニブ添加後の細胞増殖を、添
加量および培養時間別に WST-8 assay で測
定した。また、ソラフェニブ添加後に発現
が変化する遺伝子の定量 PCR を行い、ソラ
フェニブ感受性に関わる候補遺伝子をピッ
クアップした。 
上記の腎癌細胞 14 株について、ソラフェ
ニブ添加量（0, 0.01, 0.1, 1, 10μM）お
よび培養時間（0, 8, 24, 72 時間）別に培
養上清を採取した。 
 
(3)ソラフェニブの添加による腎癌細胞株の
MHC classⅠ発現の解析 
上記の腎癌細胞株にソラフェニブを添加
し、MHC classⅠ発現の変化を検討するため
の条件設定を行った。 
 
(4)ソラフェニブの添加によるin vitroでの
NK 活性の検討 
ソラフェニブ非感受性腎癌細胞株と NK 細
胞感受性ウィルムス腫瘍細胞株を用い、それ
ぞれソラフェニブを 0, 1, 10μM 添加して 42
時間培養した。これらの細胞にあらかじめ培
養したヒト NK 細胞を加え、標的細胞の傷害
活性を WST-8 assay で測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)活性化 NK 細胞療法の実施、ならびに腎癌
患者血漿のサンプル採取とサイトカイン、バ
イオマーカーの測定 
これまでに再発悪性脳腫瘍 8例、サイトカ
イン療法抵抗性の転移期腎癌 3例、内分泌療
法抵抗性の再燃前立腺癌 3 例、計 14 例に対
し、のべ 18 コースの活性化NK細胞療法を施
行した。投与したリンパ球数は 1クールあた
り平均 2.4×109個であり、表面マーカーは
CD3-CD56+ 76.0%（平均）、リンパ球のNK活性
はE/T比=8 において 84％程度であった。比較
的簡便な培養法により、いずれの症例におい
ても安定したリンパ球増殖が得られ、高い細
胞傷害活性を有するNK細胞が選択的に誘導
された。抗腫瘍効果としては、脳腫瘍の 1例
に病変の完全な消失（Complete Response: 
CR）が得られ 3年以上にわたって維持されて
いるほか、5 例では近接効果において病変の
有意な進行がみられなかった（Stable 
Disease：SD）。また、腎癌の 2 例に 20 ヶ月
及び 6ヶ月間のSDが認められた。残りの 8例
では病変の進行を認めたが、前立腺癌の 2例
では下肢のリンパ浮腫の軽快と腫瘍マーカ
ーの一時的な低下がそれぞれ観察された。い
ずれも予後不良な症例を対象としているが、
現時点で 7 例（50%）において 1 年以上の生
存が認められている。なお、本臨床試験の中
止を要する重篤な全身性の有害反応は認め
られなかった。 
また、治療前後に血清サイトカインの測定
を行った結果、臨床効果が得られた症例では
経過に一致して持続する血清 IFNγの濃度上
昇がみられ、効果のなかった症例ではこれが
みられなかった。これにより、本治療におい
て血清サイトカインをモニタリングするこ
とによって臨床効果の予測や治療スケジュ
ールの立案など、よりテーラー化した治療が
実施できる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1 活性化 NK 細胞療法の治療成績 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 腎癌 SD 例におけるサイトカインの
推移 
 
 
(2)腎癌細胞株の VEGF 蛋白産生量の測定 
腎癌の初代培養株および IFNαに対する
感受性・非感受性の細胞株、計 14 株につい
て、ソラフェニブ添加後の細胞増殖を、添
加量および培養時間別に WST-8 assay で測
定した。その結果、10μM添加、72 時間後
に細胞増殖の差が顕著に認められた。この
細胞増殖性の結果から、ソラフェニブ感受
性細胞株 1種および非感受性細胞株 2種が
同定された。上記の腎癌細胞14株について、
ソラフェニブ添加量（0, 0.01, 0.1, 1, 10
μM）および培養時間（0, 8, 24, 72 時間）
別に培養上清を採取した。現在、VEGF 蛋白
量の測定と解析を継続中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 腎癌細胞株のソラフェニブ感受性 
 
 
 
(3)ソラフェニブの添加による腎癌細胞株の
MHC classⅠ発現の解析 
上記の腎癌細胞株にソラフェニブを添加
し、MHC classⅠ発現の変化を検討するため
の条件設定を行った。現在、FACS での測定
と解析を継続中である。 
 
(4)ソラフェニブの添加によるin vitroでの
NK 活性の検討 
ソラフェニブの添加によりいずれの標的
細胞においても NK 細胞による傷害活性が増
強する傾向がみられた。特にソラフェニブ 10
μMの添加により、24－30%の細胞傷害活性増
強が認められた。この結果から、ソラフェニ
ブの併用が NK 細胞療法の効果を in vitro で
増強する可能性があることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4 ソラフェニブ処理によるNK活性の増強 
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